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論文の内容の要旨 
福島一幸氏の博士学位論文は、海馬様細胞に分化させた HIP-009細胞に発現するアセチルコリン
受容体の機能、特に神経ネットワーク機能を明らかにすることを目的としたものであり、その要旨
は以下のとおりである。 
 
（目的） 
海馬は認知・学習・記憶機能に関わる脳部位であり、アルツハイマー病（AD）における最初の病変
部位として知られている。AD ではアセチルコリン受容体（AChR）の機能異常が報告されており、海
馬 AChRは ADの創薬ターゲットの 1つである。その中でもニコチン性 AChR（nAChR）である α4β2、
α7及びムスカリン性 AChR（mAChR）であるM1、M3 mAChRは ADの創薬ターゲットとして注目さ
れている。 
著者はこれまで、ヒト海馬細胞モデルとしてヒト海馬由来神経幹/前駆細胞（HIP-009）に着目してき
た。すなわち、HIP-009は簡便な処理でニューロン/アストロサイトのmixed populationに分化誘導で
き、得られた mixed population がヒト海馬と同様な遺伝子発現プロファイルを示すことを著者は報告
してきた。本研究の目的は、分化 HIP-009において α4β2、α7 nAChR、及びM1、M3 mAChRが機能
的に発現しているかどうかを確認すること、及び認知・学習・記憶等の脳機能に必要な神経ネットワー
ク機能に対するこれらの受容体の役割を調べることとしている。 
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(対象と方法)  
著者は HIP-009を、メーカーが推奨する培地を用いて 1日（遺伝子発現解析）、4週間（遺伝子発現
解析、及び細胞内 Ca2+ flux assay）あるいは 8週間（細胞内 Ca2+ flux assay、及び神経ネットワーク
機能 assay）培養して、海馬様神経細胞へ分化させている。この分化細胞に発現する各種AChRのmRNA
を qRT-PCRで解析している。また、これらの受容体の機能については、Ca2+感受性蛍光色素を用いた
細胞内への Ca2+流入を測定して評価している。さらに、神経ネットワーク機能の解析は、MED64 
System を用いて神経細胞からの自発的な細胞外電位変動を測定している。この解析においては、100 
nMテトロドトキシンで神経細胞自発発火を完全に抑制した時の signalをbackgroundとして standard 
deviation (SD)を算出し、自発発火の判定閾値は>5.5 SDとしている。 
 
(結果)  
著者は、分化 1日後と 4週間後における CHRNA4 (nAChR α4 subunitをコード), CHRNA7 (nAChR 
α7 subunitをコード), CHRNB2 (nAChR β2 subunitをコード), CHRM1 (mAChR M1 subunitをコー
ド), CHRM3 (mAChR M3 subunitをコード), および RIC3 (acetylcholine receptor chaperoneをコー
ド)の mRNA発現レベルを比較した結果、いずれの mRNAも分化 4週間後に有意な発現上昇を確認し
ている。 
また、分化 4 週間後、及び 8 週間後の細胞において、ACh、muscarine および nicotine の濃度依存
的な Ca2+ flux上昇を確認している。さらに、各 nAChRsおよびmAChRs選択的な薬剤を組み合わせ
ることによって、α4β2、α7 nAChRsおよびM1、M3 mAChRsが機能的に発現していることを明らかに
している。 
著者は、分化 HIP-009の神経ネットワーク機能に対する上記 AChRsの役割を明らかにするために、
自発発火に対する AChの作用を評価している。その結果、AChは濃度依存的に自発発火を抑制するこ
とを観察している。同様に、nicotineおよびmuscarineについても評価した結果、muscarineは濃度依
存的に自発発火を抑制していたが、nicotineは抑制作用を示さなかったことを明らかにしている。次に、
AChによる自発発火の減少がmecamylamineあるいは scopolamineによって回復するかどうかを検討
した結果、mecamylamineでは回復が認められず、scopolamineでのみ回復を認めている。これらの結
果より、mAChRs の活性化が自発発火の抑制に関与していることを明らかにしている。さらに、どの
subtypeが自発発火の抑制に寄与しているかを 4-DAMPおよび VU 0255035を用いて検討しており、
AChによる自発発火の減少は 4-DAMPでのみ回復していることから、M3 mAChRsの活性化が自発発
火の抑制に寄与していると結論づけている。 
 
(考察)  
過去に報告されたヒト iPS細胞由来神経細胞を用いた AChRsの機能解析結果とは異なり、著者は本
研究においてHIP-009が ACh単独刺激に応答し、かつ海馬の性質を保持していることを示している。
従って、HIP-009は臨床予測性の高い in vivoモデルとして創薬に応用し得るものであると考えられる。 
 
審査の結果の要旨 
（批評） 
本研究は、分化HIP-009において α4β2、α7 nAChRs及びM1、M3 mAChRsが機能的に発現してい
ることを初めて明らかにした貴重な研究で、その結果は本システムが ADの創薬に活用され得る根拠を
科学的に示した発展性のある研究である。 
平成 29 年 1 月 6 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求
め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
 
